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Ocena pracy doktorskiej mgr Agnieszki Iwanskie]
pt. ,Analiza mechanizméw wirulencji i adaptacji szczepéw Pseudomonas aeruginosa
u chorych z mukowiscydozg”

Praca doktorska mgr Agnieszki lwanskiej zostata zrealizowana pod kierunkiem promotora gtéwnego
— prof. dr hab. n. med. Ewy Augustynowicz-Kope¢ i promotora pomocniczego dr n. med. Agnieszki
Gtogowskiej w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Ptuc w Warszawie.

Praca ma postac bardzo obszernej monografii (220 stron) przygotowany w sposéb typowy dla prac
doswiadczalnych w dziedzinach nauk biologicznych i medycznych. Praca obejmuje wstep (33 strony), cele
pracy, materiaty (2 strony), metody (14 stron), wyniki (53 strony), dyskusje (34 strony), wnioski, publikacje
doktorantki i prezentacje wynikdw zwigzanych z pracg, streszczenie w j. polskim i j. angielskim, spisy tabel |
rycin, pismiennictwo (221 pozycji) oraz aneksy. W pracy zachowane zostaty odpowiednie proporcje miedzy
czgsciami teoretyczng, doswiadczalng oraz dyskusja. Pismiennictwo w wiekszosci obejmuje prace z
ostatnich 10 lat. Na 221 pozycji piSmiennictwa az 133 stanowig prace opublikowane w okresie 2018-2022.

Nadrzgdnym celem pracy doktorskiej byta porownawcza analiza wybranych cech fenotypowych i
genotypowych klinicznych szczepdw P. ceruginosa wyizolowanych od oséb przewlekle chorych na
mukowiscydoze (CF) w odniesieniu do szczepow wyizolowanych z zakazer ostrych niezwigzanych z
mukowiscydozg (non-CF). Doktorantka wyrdznita cele szczegdtowe pracy, tj. okreélenie specyficznych cech
fenotypowych, ktére umozliwiaja P. aeruginosa adaptacje do drég oddechowych oséb chorych na
mukowiscydoze w poréwnaniu ze szczepami izolowanymi z zakazen ostrych; analize czynnikow wirulenc;ji
P. aeruginosa w zakazeniach przewlektych w zaleznosci od wieku oséb chorych; okreélenie zréznicowania
genotypowego i fenotypowego szczepdw P. geruginosa izolowanych od chorych na mukowiscydoze w
poznych etapach zakazenia przewlektego oraz analize zmiennosci genotypowej szczepdw P. geruginosa, w
tym celu przeéledzenie ich transmisji w populacji chorych.

Zatozenia wykonanych badan znajduja merytoryczne uzasadnienie w znanej plastycznosci genomu
P. aeruginosa wptywajgcej na zmiennos¢ ekspresji szeregu czynnikdw zjadliwosci w zaleznoéci m.in. od
zroznicowania samych szczepdw stanowigcych dawke zakazng zdolng do skutecznego wywotania
zakazenia, skutecznosci dziatania odpowiedzi uktadu odpornosciowego, wptywu chordb wspétistniejacych
oraz presji selekcyjnej indukowanej zastosowang antybiotykoterapig. Zréznicowana patogennos¢ szczepdw
P. aeruginosa prowadzi do selekcji cech umozliwiajgcych przystosowanie sie drobnoustroju do warunkéw
bytowania w srodowisku ptuc oséb chorych na mukowiscydozg. Ponadto w literaturze fachowej brak jest
prac oceniajgcych zmiennos¢ fenotypu/genotypu osob CF w porédwnaniu do non-CF lub badania te
wykonano na ograniczonej grupie osob chorych lub w odniesieniu do mniejszej liczby analizowanych cech.

Zafozenia i cele pracy sg interesujace tym bardziej, ze pomimo szerokiej wiedzy na temat znaczenia
zakazen P. aeruginosa u oséb chorych na mukowiscydoze, nadal wiele aspektow pozostaje nie do konca
wyjasnionych, co dotyczy wielu hipotez na temat procesu progresji choroby w odniesieniu do roli statusu
gospodarza versus czynniki zjadliwosci patogenu, roli neutrofili jako czynnikéw efektorowych uktadu
odpornosciowego zaangazowanych w rozwdj zakazenia u o0séb chorych na mukowiscydoze, czynnikow
zjadliwoéci P. oeruginosa i mechanizméw adaptacyjnych prowadzacych do ,ucieczki” przed sitami
obronnymi gospodarza oraz zmiennosci czynnikow zjadliwosci w réznych anatomicznych niszach ptuc

pacjentow.
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Doktorantka we wstepie przedstawita aktualny stan wiedzy na temat mukowiscydozy, jej podtoza
genetycznego, epidemiologii, roli procesu zapalnego w progresji choroby, najczeiciej wystepujacych
zakazen wsrod osob chorych na mukowiscydoze, charakterystyke: taksonomiczna, czynnikdw zjadliwosci
oraz genomu P. geruginoza w odniesieniu mozliwosci terapeutycznych, potencjalnych drég transmisji,
narastajacej opornosci na antybiotyki oraz dotychczas opisanych mechanizméw adaptacyjnych badanego
patogenu do drog oddechowych oséb chorych na mukowiscydoze podczas kolejnych etapéw progresji
choroby. W rozdziale tym scharakteryzowano doktadnie czynniki zjadliwosci P. aeruginosa i mechanizmy
ich ekspresji ze szczegélnym naciskiem na badane w pracy cechy wirulencji stanowiac jednoczeénie
uzasadnienie merytoryczne dla podjetego w pracy doktorskiej problemu badawczego.

Nie wnosze zadnych krytycznych uwag do rozdziatéw Materiat i Metody, opracowanych ze

szczegolng starannosdcig poczawszy od opisu: metod hodowlanych, identyfikacji oraz biobankowania
szczepow, testow oceniajgcych obecnos¢ fenotypu $luzowego, badan zdolnosci wytwarzania piocyjaniny,
ruchu, proteazy alkalicznej, elastazy oraz biofilmu, oznaczania wrazliwoéci na antybiotyki oraz
genotypowania ze skrupulatnym opisem procedur izolacji DNA bakteryjnego jako matrycy do badania
metodg PFGE, trawienia enzymami restrykcyjnymi oraz warunkdéw rozdziatu elektroforetycznego, a takze
przedstawienia analizy danych klinicznych, kryteriéw definicji zakazenia przewleklego oraz analiz
statystycznych.
W tym miejscu prositabym doktorantke o dodatkowe i doktadne przedstawienie zastosowanego systemu
biobankowania w konteksScie przygotowania serii siewnych macierzystych i roboczych w odniesieniu do
przyjetej liczby dopuszczalnych pasazy oraz podanie liczby pasazu, na ktérym wykonywane byfy wszystkie
badania. Jednoczesnie wyjasnienia wymaga sposob wyznaczenia genetycznego podobieristwa szczepow
przyjetych jako identyczne oraz przyjety zakres wielkosci fragmentdw restrykcyjnych w kb stanowigcych
uzyskane profile poddane dalszej analizie kiastrowania, co w sposob istotny rzutuje na rozkfad
dendrogramow.

Badaniom wybranych czynnikéw zjadliwosci tj. wytwarzanie piocyjaniny, fenotypu $luzowego,
proteazy i elastazy, zdolnosci do wytwarzania biofilmu oraz ruchu (typédw: swimming, swarming i
twitching), a takze lekoopornosci doktorantka poddata 549 szczepow P. aeruginosa wyizolowanych od 165
0s6b chorych z potwierdzong badaniami genetycznymi mukowiscydozg i 90 szczepdw wyizolowanych od
90 osob chorych z zakazeniami niezwigzanymi z mukowiscydozg w Instytucie Gruzlicy i Chordb Ptuc
(IGiChP), Oddziale Terenowym IGiChP w Rabce-Zdroju i Instytucie ,Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka" w
Warszawie w latach 2012-2019. W pracy przedstawiono kliniczng charakterystyke oséb chorych, w tym
parametrow wydolnosci uktadu oddechowego, czasu diagnozy, BMI, wydolnosci trzustki oraz choréb
wspottowarzyszacych. Wyniki fenotypowe poddano adekwatnej dobranej analizie statystycznej, réwniez w
tym w odniesieniu do wieku oséb CF: 0-10 lat (8 szczepow), 11-17 lat (46 szczepdw) oraz oséb dorostych
(495 szczepow wyizolowanych od 48 osob dorostych przewlekle chorych) w odniesieniu do grupy
pacjentow non-CF. Chciatabym podkresli¢, ze zastosowany w pracy materiat w postaci szczepdw jest
wyjatkowo reprezentatywny biorgc pod uwage liczebno$¢ badanych szczepdw, stad przedstawione w
dalszej czesci pracy wnioski, poparte analiza statystyczna, stanowig wiarygodne wyniki badawcze.
Uzasadnienie doktorantki co do niewielkiej liczby badanych szczepdw wyizolowanych od chorych na
mukowiscydoze dzieci jest w petni uzasadnione, nie mniej jednak na potrzeby publikacji proponuje aby
analizg statystyczng uzupetni¢c o korekte z zastosowaniem odpowiednich wspétczynnikéw lub tzw.
poprawek statystycznych, kiedy porownywane sg dane o stosunkowo nieréwnomiernym rozktadzie
liczebnosci badanych grup.

Czgstos¢ wystgpowania szczepdw P. aeruginosa o fenotypie sluzowym wzrastata po 5 roku iycia
0siggajac poziom ok. 50% w grupie 0séb chorych powyiej 16 r.z. Zdolnos$¢ wytwarzania oraz aktywnosé
piocyjaniny, oceniane jakosciowo i ilosciowo byly ponad dwukrotnie wyisze u szczepdw P. aeruginosa
wyizolowanych od osdéb chorych z grup: non-CF, dzieci-CF i nastolatki-CF w poréwnaniu do szczepdw
wyizolowanych od osob chorych dorostych-CF. Nastepnie doktorantka przeprowadzita ocene aktywnosci
proteolitycznej i elastynolitycznej szczepow P. geruginosa, ktore bezposrednio odpowiadajg za uszkadzanie
komorek nabtonkowych i surfaktantu pecherzykdw ptucnych, zaburzenia mechanizméw odpowiedzi
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immunologicznej oraz rozluznienie bariery $rédnabtonkowej wptywajac na nasilenie rozprzestrzeniania sie
patogenu organizmie gospodarza w ostrych i wczesnych fazach zakazenia, w tym zmianami odpowiedzi
zapalnej w zakazeniach przewlektych. Najwyiszy odsetek szczepdw zdolnych do wytwarzania proteazy
alkalicznej oraz elastazy doktorantka zaobserwowata w grupie dzieci-CF.

Badania zdolnodci ruchu pateczek P. geruginosa za posrednictwem wici i pili typu IV, ktére
uczestniczg w adhezji komoérek, doktorantka przeprowadzita przez pomiar strefy ruchu. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze niemal wszystkie szczepy charakteryzowaty sie zdolnoscig ruchu typu swimming, przy czym
najwyisze jej wartosci odnotowano wsrdd szczepdw wyizolowanych od 0séb chorych non-CF. Doktorantka
zaobserwowata zmniejszajace si¢ wartosci zdolnosci ruchu typu swarming u szczepdw P. aeruginosa
wyizolowanych kolejno od: dzieci-CF, oséb dorostych non-CF, nastolatkéw-CF oraz oséb dorostych-CF.
Wszystkie szczepy wyizolowane od dzieci-CF wykazywaty zdolno$¢ ruchu typu swarming, ktéra w
pozostatych grupach wahata sie¢ w zakresie ok. 61-84%. Najwyisza zdolnoé¢ ruchu typu twitching
stwierdzono wsrod szczepow izolowanych od dzieci-CF, przy czym najmniejszg czestoéé wystepowania tej
cechy stwierdzono wsréd szczepdéw P. aeruginosa wyizolowanych od dorostych-CF (35,6%), ktéra w
pozostatych grupach wahata sie w zakresie ok. 70-88%.

Doktorantka przeprowadzita cene zdolnosci wytwarzania biofilmu przez szczepy P.
ceruginosa, ktory petni funkcje ochronne przed mechanizmami obronnymi gospodarza oraz dziataniem
srodkow przeciwdrobnoustrojowych z zastosowaniem metod barwienia fioletem krystalicznym (CV) oraz
oceny redukcji bromku 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5difenylo-2H-tetrazoliowego (MTT). Na podstawie
uzyskiwanych wartosci absorbancji doktorantka sklasyfikowata badane szczepy do czterech kategorii
poziomowi wytwarzania biofilmu: brak zdolnosci oraz stabo-, umiarkowanie- oraz silnie- wytwarzajace
biofilm. Zdolnos¢ badanych szczepdéw P. aeruginosa do wytwarzania catkowitej biomasy biofilmu byta
generalnie zréznicowana. Srednie wartoéci absorbancji oraz czesto$¢ wystepowania szczepow zdolnych do
wytwarzania biofilmu in vitro wyizolowanych od dzieci-CF i osob dorostych non-CF byty niisze niz w
grupach nastolatki-CF i osoby doroste-CF. Potowa badanych szczepdw wyizolowanych od dzieci-CF silnie
wytwarzata biofilm, czyli o ok. 30-26% silniej niz szczepy wyizolowane z pozostatych badanych grup.
Najwyzszg zdolnosc aktywnosci metabolicznej komorek do wytwarzania biofilmu ocenionej z uzyciem
metody MTT, zalezng od liczby zywych komorek oraz szybkosci metabolizmu, podobnie jak czestosé
wystgpowania szczepow silnie wytwarzajacych biofilm, doktorantka zaobserwowata wéréd szczepéw P.
aeruginosa wyizolowanych z zakazen ostrych (non-CF) i dzieci-CF.

Analiza lekoopornosci in vitro wykazata, ze szczepy izolowane od dzieci-CF nie wykazywaty
opornosci na badane antybiotyki, a w pozostatych grupach charakteryzowaty sie zréinicowang
lekoopornoscig. Szczepy wyizolowane od pacjentdw non-CF wykazywaty opornosé na ciprofloksacyne
(48,9%), piperacyling z tazobaktamem i meropenem (40%), ceftazydym (27,8%) oraz tobramycyne i
amikacyne (13,3-18,9%). Najwyiszg lekooporno$¢ odnotowano wsréd szczepdw P.  aeruginosa
wyizolowanych z zakazen ostrych (non-CF) i oséb dorostych-CF, co doktorantka powigzata ze specyfika
oddziatow, z ktorych pochodzity szczepy (oddziat intensywnej terapii), dfugotrwata hospitalizacjg chorych
lub przewlekle prowadzong antybiotykoterapig. W grupie nastolatkow-CF najwyzsze odsetki szczepow
opornych zaobserwowano w przypadkach amikacyny (45,7%) i tobramycymy (28,3%). Opornos¢ na
piperacyling z tazobaktamem oraz meropenem wyniosta odpowiednio 8,7% oraz 26,1%. Niespetna 15%
szczepow  wykazywato opornosé na ciprofloksacyne. W grupie oséb dorostych-CF  doktorantka
zaobserwowata najwyzsze odsetki szczepdw P. geruginosa opornych na ciprofloksacyne (49,1%),
amikacyneg (48,5%) i tobramycyne (29,5%), piperacyline z tazobaktamem (22,6%) oraz ceftazydym (31,1%).
Jedynie 2,8% szczepow wykazywato opornosé na kolistyne.

Statystyczna analiza otrzymanych wynikow analizy fenotypowej P. aeruginosa w grupie non-CF i CF
zastosowaniem testu U Manna-Whitneya wykazata, ze aktywnosc¢ i czestos¢ wystepowania wszystkich
czynnikow wirulencji z wyjgtkiem elastazy byta istotnie nizsza w grupie szczepdw P. aeruginosa
izolowanych z zakazen przewlektych (dorosli, nastolatki, dzieci) niz z zakazen ostrych non-CF. Natomiast w
grupie osob chorych-CF istotnie czesciej niz w grupie non-CF wystepowat fenotyp $luzowy. Z kolei
porownanie aktywnosci czynnikéw zjadliwosci w grupach wieku oséb chorych-CF przewlekle zakazonych P.
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aeruginosa wykazato, ze aktywno$¢ elastazy i poziom wytwarzania biofilmu byty istotnie wyzsze u dzieci-CF
niz u nastolatkow-CF i o0séb dorostych-CF. Aktywnos¢ proteazy, zdolno$é¢ ruchu typu swarming i
wytwarzanie piocyjaniny byty istotnie nizsze u 0séb dorostych-CF niz u dzieci-CF i nastolatkow-CF. Zdolhoéé
ruchu typu twitching byta istotnie nizsza u oséb dorostych-CF niz nastolatkéw-CF. Nie wykazano istotnej
roznicy w aktywnosci ruchu typu swimming wsréd szczepdw przyporzadkowanych do badanych grup
pacjentow. Odsetek szczepow zdolnych do produkcji proteazy, piocyjaniny, ruchu typu swimming,
swarming, twitching oraz zdolnych do wytwarzania biofilmu oceniany metoda MTT obnizat sie w sposéb
statystycznie istotny wraz z wiekiem chorych na mukowiscydoze. Tego rodzaju zaleznosé nie byta
statystycznie znamienna w przypadku elastazy oraz zdolnosci wytwarzania biofilmu ocenianej metoda CV.
Wystgpowanie szczepow P. aeruginosa o fenotypie sluzowym istotnie wzrastato z wiekiem oséb chorych
na mukowiscydozg. Doktorantka podsumowujgc badania fenotypowe podkreédlita wysoka aktywnos¢
wybranych czynnikéw zjadliwodci wsréd szczepdw przyporzadkowanych do grupy non-CF oraz na
wczesnych etapach zakazenia, tj. u dzieci-CF i nastolatkéw-CF, wzrost czestoéci wystepowania fenotypu
sluzowego P. geruginosa w péinych etapach zakazenia u chorych-CF przy braku istotnych statystycznie
roznic w aktywnosci elastazy.

Przedstawione wyniki stanowig istotny wktad w zrozumienie proceséw patogenezy P. aeruginosa u
0sob chorych na mukowiscydoze i potwierdzajg, ze rozwdj zakazenia podczas kolejnych etapéw progres;ji
choroby wraz z wiekiem pacjentéw jest bezposrednio powigzany ze zmianami w ekspresji czynnikow
zjadliwosci, co zapewne wptywa réwniez na deregulacje uktadu immunologicznego, a z pewnoscig na
rozwoj lekoopornosci, a tym samym na skuteczno$¢ zastosowanej terapii. Te wyniki s3 istotnie powiazane z
dwoma podstawowymi problemami w tym zagadnieniu: lekoopornoscia i zakazeniami przewlektymi P.
aeruginosa, co nalezy wigzac z tworzeniem biofilmu juz na wstepnym etapie zakazenia — jak wskazuja
wyniki doktorantki, co powoduje narastanie opornosci na stosowang terapie oraz czynniki efektorowe
wrodzonej i nabytej odpornosci. Jak wskazujg dane z pismiennictwa w/w opornoéé¢ moze by¢ nawet 1000
razy wieksza niz w przypadku ,planktonicznych” bakterii. Wyniki doktorantki potwierdzajg zatem
obserwacje badaczy wskazujace, ze P. geruginoso jest dominujagcym patogenem u oséb dorostych z
mukowiscydozg jako, ze ponad % chorych jest zakazonych tym patogenem. Wyniki uzyskane przez
doktorantke potwierdzajg takie hipoteze, ze stosowana terapia jest obarczona wysokim ryzykiem
niepowodzenia. Zrozumienie dynamiki patogenezy P. aeruginosa u chorych na mukowiscydoze jest zatem
uzaleznione od poznania adaptacyjnych proceséw, ktére jak udowodnita doktorantka stanowig samo
sedno mechanizmu unikania tego patogenu przed dziataniem terapii antybiotykowej i ustabilizowaniu sie
tzw. zakazeri przewlektych. Zmiany adaptacyjne fenotypu wynikajgce z licznych mutacji adaptacyjnych
wptywac moga na zroznicowanie fenotypu i genotypu populacji bakterii tworzacych unikatowa bariere
biofilmu odmienng u kazdej osoby chorej. Idgc zapewne tym tropem doktorantka poszta o krok dalej,
przeprowadzajgc bardzo interesujgce badania genetycznej zmiennosci P. aeruginosa

W pracy do oceny genetycznej zmiennosci 120 szczepdw P. aeruginosa wyizolowanych w réznym
czasie od 10 oséb przewlekle chorych na mukowiscydoze zastosowano metode PFGE, a otrzymane wyniki
skorelowano z wynikami analiz fenotypowych. Wybrana grupa oséb chorych, scharakteryzowana klinicznie,
z genetycznie potwierdzong mutacjg F508del, zostata adekwatnie dobrana pod wzgledem wysokiej
czestosci wizyt ambulatoryjnych, hospitalizacji oraz zaostrzen choroby. Wsrdd analizowanych szczepow
zidentyfikowano 28 roinych profili PFGE, ktérych wigkszos¢ stanowita genotypy unikatowe oraz 10,7%
profili przyporzadkowano do klastrow o istotnym genetycznym podobienstwie: IG1, 1G2, IG3 i okre$lonych
w pracy jako ,transmisyjne”. Doktorantka zatoiyta, ze genetyczne identyczne szczepy/klaster moga
wytwarza¢ czynniki zjadliwosci zapewniajgce im przewage selekcyjng, umozliwiajgcg skuteczniejsza
transmisje w poréwnaniu ze szczepami o unikatowych profilach restrykcyjnych DNA. Dlatego doktorantka
podjeta probe wyznaczenia wspdinego markera fenotypowego. Zdolno$¢ ruchu typu twitching i
wytwarzania piocyjaniny byty istotnie wyisze wsréd szczepow ,transmisyjnych”, czego nie zaobserwowano
w przypadku aktywnosci protezay i elastazy, zdolnosci ruchu typu swarming, wytwarzania biofilmu oraz
fenotypu lekoopornosci. Szczepy wytwarzajgce proteaze, elastaze, piocyjanine i wykazujgce ruchu typ
twitching wystepowaty w szczepach ,transmisyjnych” istotnie czesciej niz w szczepach nietransmisyjnych.



Analiza czynnikow zjadliwosci szczepdw nalezacych do klastrow 1G1, 1G2 i IG3 wykazata wysokg
niejednorodnosc fenotypowa. Szczepy zaliczone do klastrow IG1 i IG3 cechowata wyzsza w poréwnaniu do
IG2 aktywnos¢ ruchu typu swimming i swarming, produkcji piocyjaniny i aktywnosci elastazy. Z kolei
szczepy klastra 1G2 cechowaty sie wyiszg opornoscig na badane antybiotyki, zdolnoscig ruchu typu
swimming i swarming, wytwarzaniem piocyjaniny i aktywnoscig elastazy. Przeciwnie, szczepy klastra 1G2
cechowata wyzsza opornos¢ na badane antybiotyki w poréwnaniu ze szczepami klastréw IG1 i IG3. Wérdd
szczepow ,transmisyjnych” wykazano wyiszy odsetek szczepdw wytwarzajgcych proteaze alkaliczna,
elastaze, piocyjaning i wykazujgcych zdolno$¢ ruchu typu twitching w poréwnaniu ze szczepami
Lnietransmisyjnymi”. Czestos¢ wystepowania fenotypu sluzowego szczepdw klastréw 1G1, 1G2 i IG3
ksztattowata sie na poziomie, odpowiednio ok. 44%, 22% i 50%. Otrzymane wyniki zdaniem doktorantki
stusznie wskazujg, ze potencjalna transmisja miedzy osobami chorymi mogta wynikaé z ekspres;ji
okreslonego panelu czynnikow wirulencji P. aeruginosa, przy czym skuteczna kolonizacja okreslonymi
szczepami nalezgcymi do okreslonych klastréw réwniez mogta wynikaé z okreslonego stanu i statusu
klinicznego osob chorych. Nie mozna jednak wykluczyé, ze inne cechy wirulencji sprzyjaty swoistej adaptacji
prowadzgcej do transmisji krzyzowe;j.

Otrzymane wyniki potwierdzaja wyniki badan wskazujace, ze P. geruginosa jest patogenem o
bardzo wysokim potencjale adaptacyjnym do zmieniajgcych sie warunkow bytowania, co zapewne wynika
m.in. z wielkosci genomu (6,3 Mbp, 4279 gendw) w pordwnaniu do innych bakterii, ktéry koduje m.in.
szereg roinych regulatorow transkrypcji lub systemoéw regulacyjnych. P. aeruginosa posiada 486 gendw
regulatorowych (8,4% genomu) w poréwnaniu do np. E. coli (5,8%), M. tuberculosis (3%) czy H. pylori
(1,1%), co w odniesieniu do wynikow otrzymanych przez doktorantke, $wiadczy o niezwykfych
mozliwosciach dodatkowe] genetycznej pojemnosci i wyjasnia takze wysoko adaptacyjng nature tego
patogenu, w szczegolnosci w odniesieniu do antybiotykow i czynnikéw stresowych w $rodowisku
bytowania.

Szczegolnie wazne i interesujgce wyniki badan doktorantki dotyczyty oceny wzglednej liczby
zidentyfikowanych genotypéw u kazdej badanej osoby chorej w catym okresie leczenia. Wyniki typowania
PFGE wykazaty, ze szczepy izolowane od pojedynczych osdb chorych generalnie charakteryzowaty sie
stabilnoscig profili restrykcyjnych co moze wskazywac na znamiona trwatej adaptacji do drég oddechowych
lub niezalezng ponowng kolonizacje z identycznego Zrédta zakazenia. Z kolei, wystepowanie réznych profili
restrykcyjnych wsérod szczepow wyizolowanych od pojedynczej osoby chorej w catym okresie leczenia
mogfo zostaé powigzane z czasowym utrzymywaniem sie okreslonych genotypow szczepdw oraz wymiana
jednych genotypéw na inne, prawdopodobnie lepiej przystosowane do utrzymywania sie w drogach
oddechowych chorych (np. po skutecznym leczeniu). Doktorantka tokze powinna wzigé pod uwage
mozliwosc, ze zakazenie mogfo zostac pierwotnie wywotane przez mieszanine szczepow (izolatow), przy
czym zasada uzyskiwania zawiesiny z pojedynczej kolonii mogfa byc przyczyng przeoczenia heterogennosci
catej mieszaniny heterogennych izolatow pochodzgcych z rdznych kolonii uzyskanych w wyniku posiewu
materiafu klinicznego. W takim przypadku mogfo dochodzi¢ do blednego odczytu na skutek otrzymania
wyniku tylko pojedynczego genotypu.

Analiza porownawcza szczepow wyizolowanych od osob chorych w trakcie przewlektego zakazenia
charakteryzujgcych sie genotypowg stabilnoscig lub zmiennoscig wykazata roznice w czestosci i dtugosci
hospitalizacji oraz cykli terapii doZylnej. O ile doktorantka stusznie wnioskuje, ze chorzy z zaawansowang
chorobg ptuc czesciej hospitalizowani sg bardziej narazeni na nabywanie szczepdw ze srodowiska lub od
innych chorych, to wniosek o potencjalnym wptywie genotypowego zréznicowania szczepow jako czynnika
zaostrzenn choroby jest w mojej ocenie zbyt daleko idgcy. Tym bardziej, ze ocena zrdznicowania
fenotypowego wszystkich badanych szczepéw o najwyiszej i najnizszej genetycznej zmiennosci wzoréw
PFGE wyizolowanych odpowiednio od dwdéch osob chorych w latach odpowiednio 2012-2019 oraz 2013-
2019 nie potwierdzita jednorodnosci fenotypowej. Zmiennos¢ badanych czynnikdw zjadliwosci dotyczyta
zarowno koegzystencji fenotypdw uwazanych za markery przewlektej adaptacji (fenotyp Sluzowy, utrata
ruchu) i cech powigzanych z zakazeniami ostrymi (proteaza, piocyjanina, zdolnos¢ ruchu), a takze profili
wrazliwosci na antybiotyki. Interesujgce wyniki doktorantka otrzymata podczas badan czynnikdw wirulencji
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120 szczepow wyizolowanych od osdb chorych w okresie zaostrzen i stabilnosci klinicznej. Szczepy
wyizolowane od osob chorych w okresach zaostrzend choroby znamiennie czesciej charakteryzowaty sie
fenotypem sluzowym i zdolnoscig ruchu typu swimming. Na podstawie uzyskanych wynikow, podobnie nie
mozna wnioskowac, ze zaostrzenia w chorobie oskrzelowo-ptucnej u chorych na mukowiscydoze byty
powigzane z wyzszg wirulencjg szczepow P. aeruginosa.

Chciatabym podkresli¢, ze wszystkie otrzymane wyniki przez doktorantke stanowig cenne zrodto
merytorycznej wiedzy o istotnym nacechowaniu aplikacyjnym i rozwojowym. W podsumowaniu
potwierdzam, ze rozdziat ,Wyniki” s bardzo dobrze udokumentowane, przejrzyscie przedstawione, co nie
byto tatwym zadaniem ze wzgledu na obszernos¢ danych. Doktorantka w swojej pracy wykazata sie
ogromng znajomoscig i biegtoscig przeprowadzania badan mikrobiologicznych, biochemicznych oraz
molekularnych, a przedstawione wyniki w mojej ocenie sg w petni wiarygodne, a wnioski koAcowe
uprawnione. Dyskusja stanowi w ocenianej pracy obszerny i bogaty merytorycznie rozdziat, ktdry sam w
sobie moze stanowi¢ artykut przegladowy. Doktorantka celnie przytacza pismiennictwo, wskazuje ich wady
i zalety, dyskutuje z postawionymi przez innych badaczy hipotezami i konfrontuje z zastosowanymi
metodami i uzyskanymi wynikami. Uzyskane wyniki przez doktorantke w mojej ocenie sg kluczowe w
kontekscie potrzeby opracowania dalszych wytycznych konwencjonalne] mikrobiologii zakazen P.
aeruginosa u 0sob chorych z mukowiscydozg, szczegdlnie w zakresie oznaczania wrazliwosci na antybiotyki.
Paul Ewald w swojej ksigzce ,Evolution of the Disease”, przewidywat stosunkowo dawno temu, ze w
przypadku pewnych gatunkow bakterii, pojedyncza kolonia stanowigca ,izolat” czesto rzutuje o naszej
wiedzy o fenotypie lub genotypie danej bakterii, natomiast heterogennos¢ wszystkich komdérek bakterii
stanowiacych w hodowli pojedyncze kolonie moze byc wieksza niz przypuszczamy.

Wobec wyzej przedstawionej pozytywnej oceny pracy doktorskiej mgr Agnieszki lwanskiej i
uznania wartosci poznawczej i aplikacyjnej uzyskanych wynikow stwierdzam, ze oceniania praca doktorska
spetnia wymogi art. 12 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz art. 179 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. przepisy wprowadzajgce
ustawe Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce, stawiane kandydatom ubiegajgcym sie o stopien doktora w
dyscyplinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu. Z uznaniem wnosze wiec do Rady Naukowej Instytutu
Gruzlicy i Chorob Ptuc o dopuszczenie mgr Agnieszki lwanskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie uwazam, Ze praca doktorska mgr Agnieszki Iwanskiej zastuguje na stosowne
wyroznienie ze wzgledu na ambitne cele w odniesieniu do tak waznego zagadnienia, obszernos¢ wykonanej
pracy oraz istotne merytorycznie uzyskane wyniki. Z postawieniem formalnego wniosku wstrzymam sie do
czasu udzielenia mi odpowiedzi przez mgr Agnieszke Iwariskg na zawarte w ocenie pytania i sugestie.
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